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(57) Abstract: Disclosed is a method for identifying binding partners with position-specific arrays by means of mass spectrometry. 
^ A position-specific ligat array is produced on a carrier material by means of small volumes which are position-specifically mounted 
1^ and belong to reaction partners. At least two successive reactions are carried out gradually. The position-specific ligat array that is 
^ fixed to the carrier material is incubated with a mixture of ligands. Ligands that are not bound to the ligat array are subsequently 
Xf^i removed and the ligand/s that is/are bound to the ligat array are further characterised by means of mass spectrometry. 
00 

* — (57) Zusammenfassung: Beschrieben ist ein Verfahren zur massenspektrometrischen Identifizierung von Bindungspartnern mit 
J? positionsspezifischen Arrays, wobei man auf einem Tragermaterial mittels positionsspezifisch aufgebrachter kleiner Volumina von 
Reaktionspartnera ein positionsspezifischer Ligat- Array herstellt, wobei man schrittweise mindestens zwei aufeinander folgende Re- 
aktionen ausfuhrt, das auf dem Tragermaterial fixierte positionsspezifische Ligat- Array mit einem Gemisch von Liganden inkubiert, 
anschlieBend nicht an das Ligat- Array gebundene Liganden entfernt und der/die an das Ligat- Array gebundene/n Ligand/en weiter 
mittels Massenspektrometrie charakterisiert. 



WO 01/18545 



PCT/DE00/03071 



1 

Verfahren zur Identifizierung von Bindungspartnern mit 
positions-spezifischen Arrays 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur mas- 
senspektrometrischen Identifizierung von Bindungspartnern 
mit positions-spezifischen Arrays. 

Mit der f ortschreitenden Entschlusselung des menschlichen 

10 Genoms wird es mehr und mehr of f ensichtlich, dafl die 

Funktion von Genen sowie das Verhalten von Genprodukten 
sehr schwierig oder in den meisten Fallen unmoglich vor- 
herzusagen ist. Aus diesem Grund wird es immer wichtiger, 
Verfahren zu entwickeln, urn die Funktion von Genen zu er- 

15 mitteln. Die Funktion setzt sich dabei im wesentlichen 
aus dem dynamischen Auftreten und Verschwinden der Pro- 
teine und ihre Interaktion mit Liganden zusammen, die in 
der Mehrzahl ebenfalls Proteine darstellen. Die Regulati- 
on der Funktion von Proteinen ist ein extrem komplizier- 

20 ter Prozeil, der auf verschiedenen Ebenen beeinflufit wird, 
so z.B. durch posttranslationale Modif ikationen, ihre 
Halbwertszeiten, Kompart iment ierung, aber auch dynami- 
schen Veranderungen der Tertiarstruktur . Die Untersuchung 
der Funktion und der Interaktionen aller Proteine inner- 

25 halb einer Zelle wird „Proteomics w genannt (Dove, 1999; 

Hochstrasser, 1998), die Gesamtheit aller Proteine einer 
Zelle wird als „Proteom XN bezeichnet. Dieses Forschungsge- 
biet wird einen enormen Einflufi auf die Identifizierung 
von Wirkstof fzielen, Wirkstof f zuschnitt und Wirkstof fent- 

30 deckung haben. 

Die zur Darstellung des Proteoms einer Zelle derzeit fast 
ausschliefilich verwendete Methode ist die zweidimensiona- 
le Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D- PAGE) . Die Protei- 
35 ne werden in der ersten Dimension durch eine isoelektri- 
sche Fokussierung getrennt. Eine dazu orthogonal ausge- 
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fuhrte SDS-Elektrophorese bildet die zweite Dimension. 
Diese Methode ermoglicht heute die Analyse tausender Pro- 
teine aus einem zweidimensionalen Gel innerhalb einiger 
Tage . Inzwischen ist man sich jedoch der Tatsache bewuftt, 
5 dall es schwierig ist, mehr als 50 bis 60 Prozent eines 

Proteoms auf einem einzelnen 2D-Gel auf zutrennen, was an 
den sehr unterschiedlichen chemischen und physikalischen 
Eigenschaf ten der zellularen Proteine liegt. Des weiteren 
kommen die meisten zellularen Proteine in sehr geringen 
10 Mengen in der Zelle vor. 

Zu einer weiteren Analyse wird das im 2D-Gel aufgetrennte 
und als Bande oder Spot isolierte Protein vor seiner Elu- 
tion aus der Matrix meist proteolytisch verdaut . Dazu muft 
15 die Matrix des Gels geschrumpft werden und die Bedingun- 
gen im Gel fur den Verdau geeignet sein. Der Verdau dau- 
ert zudem mehrere Stunden. 

Bluggel und Immler (Biospektrum 5/98 , S. 39-44) beschrei- 
20 ben im Anschlufl an die oben genannten Verf ahrensschritte 
eine weitere Charakterisierung von Peptid Fragmentspek- 
tren mittels Massenspektrometrie. Diese nur fur die Ana- 
lyse eines einzelnen Proteinspots geeignete Methode ist 
jedoch sehr umstandlich und immer noch weit von den fur 
25 die effektive Analyse geforderten Automatisierungsgraden 
entf ernt . 

Ein Schlusselaspekt bei Proteomics und Wirkstof f indung 
ist die Identif izierung von Signalkaskaden (pathways) in 

30 Zusammenhang in it Rezeptor-Ligand-Interaktion-vermittelter 
Stimulierung von Zellen. Diese Signalkaskaden beinhalten 
Kaskaden von Protein-Protein-Interaktionen, die lediglich 
nichtkovalente physikalische Interaktionen von Netzwerk- 
proteinen, aber auch Kontakte enzymatischen Typs, wie 

35 Phosphorylierung, Dephosphorylierung oder proteolytische 
Interaktionen sein konnen. 
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Die im Augenblick vorhanciene Methode der Wahl zur Identi- 
fizierung von zellularen interagierenden Partnern ist das 
„two-hybrid" Screeningsystem in Hefe (z.B. Colas und 
5 Brent, TIBTECH 1998, 16 S. 355-363). Dieser in vitro An- 
satz fiihrt jedoch oftmals zu f alsch-positiven oder 
f alsch-negativen Ergebnissen. 

Die US 5,821,047 beschreibt einen weiteren aktuellen An- 
10 satz zur Identif izierung von zellularen interagierenden 
Partnern, das sogenannte „phage display" . Das Verf ahren 
umfafit die Fusion eines zu untersuchenden Proteins an die 
carboxyterminale Domane des Gen III coat Proteins des fi- 
laraentosen Phagen M13. Mit diesem auf der Oberflache des 
15 Phagen M13 prasentierten Fusionsprotein wird dann nach 

neuen Liganden des zu untersuchenden Proteins gescreent. 

Eine weitere interessante und sich verbreitende Technik 
ist die Oberf lachen-Plasmon-Resonanz-Biornolekular- 
20 Interaktionsanalyse Massenspektrometrie (BIA/MS) (Nelson 
und Krone, 1999) . Es bleibt abzuwarten, wie sich dieser 
Ansatz im Hinblick auf Signifikanz der Daten als auch auf 
notige Automatisierung als praktikabel erweisen wird. 

2 5 Dazu werden auf Cellulosemembranen mit der sogenannten 

„Spot-Synthesetechnik" synthetisierte Peptide verwendet, 
um molekulare Erkennungsereignisse zu untersuchen. 

Alle oben beschriebenen Verfahren zur Analyse des Pro- 
30 teoms und der Untersuchung im Bereich der Proteomics wei- 
sen erhebliche Nachteile auf. Sie sind experimentell auf- 
wendig und zeitintensiv und erfassen bei der Analyse 
nicht alle Proteine einer Zelle auf einmal . Die 2D- PAGE 
ist zudem fur viele Proteine nicht sensitiv genug und fUr 
35 die Proteomics-Analyse ungeeignet, da sie keine Interak- 
tionen von Proteinen einer Zelle erfassen kann. 
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Alle vorgenannten Verfahren und Methoden sind zudem fur 
eine in der Wirkstof f-Entwicklung mehr und mehr gefragte 
Automatisierung ungeeignet. 

5 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Ver- 
fahren zur Identif izierung von zellularen interagierenden 
Partnern fur die Proteom-Analyse zur Verfugung zu stel- 
len, das eine schnelle, preiswerte und zuverlassige Ana- 
10 lysemethode zur Identif izierung von zellularen interagie- 
renden Partnern darstellt und sich ohne grofte Probleme 
automatisieren laftt . 

Diese Aufgabe wird durch die in Anspruch 1 angegebenen 
15 Merkmale gelost. 

Bei dem erf indungsgemaflen Verfahren zur massenspektrome- 
trischen Identif izierung von Bindungspartnern mit positi- 
onsspezif ischen Arrays , wird auf ein Tragermaterial mit- 

20 tels positionsspezif isch auf gebrachter kleiner Volumina 
von Reaktionspartnern ein positionspezif ischer Ligat- 
Array herstellt, wobei man schrittweise mindestens zwei 
aufeinander folgende Reaktionen ausfuhrt. Das auf dem 
Tragermaterial f ixierte positions -spez if ische Ligat-Array 

25 mit einem Gemisch von Liganden inkubiert, anschlieftend 

nicht an das Ligat-Array gebundene Liganden entfernt und 
der/die an das Ligat-Array gebundene/n Ligand/en weiter 
mittels Massenspektrometrie charakterisiert . 

30 Oberraschenderweise konnte gefunden werden, daft die Kom- 
bination von Inkubation eines Liganden-Gemisches mit ei- 
nem auf einem Trager gebundenen positions-spezif ischen 
Array und anschliefiender Analyse der gebundenen Proteine 
mittels Massenspektrometrie die oben genannten Probleme 

35 des Standes der Technik vermeidet und eine preiswerte, 
schnelle, robuste und zuverlassige Methode zur Proteom- 
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Analyse darstellt. Weiterhin kann dieses Verfahren ohne 
groJie Probleme vollstandig automat isiert werden, so daft 
eine hoher Probendurchsatz bei geringen Kosten gewahrlei- 
stet ist. 

5 

Beim er f indungsgemaften Verfahren ist es bevorzugt, daft 
das Ligat-Array ein Peptidarray, Array aus Nucleinsauren 
oder anderen organochemischen Verbindungen oder uber 
Fragmentkondensation von Peptiden erhaltenes Proteinarray 
10 ist. Es ist insbesondere bevorzugt, daft das Gemisch von 
Liganden ein Zelllysat, Gemisch von Nucleinsauren oder 
Gemisch von anderen organochemischen Verbindungen ist. 

Es werden bei dem erf indungsgemaften Verfahren zunachst 
15 aufwendige Auf bereitungsschritte der auf geschlossenen 

Zellen vermieden, da in einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
des erf indungsgemaften Verfahrens alle Proteine einer Zel- 
le ohne Reinigung auf einmal analysiert werden konnen. 
Die Verwendung von positions-spezif ischen Arrays erlaubt 
20 zudem eine Standardisierung des Verfahrens. Das fur das 
Verfahren verwendete Tragermaterial fur das Peptidarray 
kann fest oder flexibel sein und besteht bevor zugterweise 
aus Harzbeads, Polymerpins oder Chipmaterial . Besonders 
bevorzugt ist es, wenn das verwendete Tragermaterial aus 
25 einer Polymermembran besteht, wie zum Beispiel einer Ny- 
lon-, Cellulose- oder modif izierten Cellulose oder modi- 
f izierten Polypropylenmembran . 

Zur Durchfuhrung des erf indungsgemaften Verfahrens wird 
30 als Zelllysat normalerweise ein Vollzelllysat verwendet, 
es kann jedoch auch ein durch Zentrif ugation, Filtration 
oder andere geeignete Verfahren vorf raktioniertes Voll- 
zelllysat verwendet werden. Das Zelllysat kann ein Lysat 
aus prokaryontischen oder eukaryontischen Zellen sein, es 
35 konnen auch transf ormierte oder transgene Zellen verwen- 
det werden. 
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Besonders bevorzugt ist es, wenn als Zelllysat ein 35 S- 
Methionin-markiertes oder 35 S-Cystein-markiertes Lysat 
verwendet wird. 

5 

Eine weitere Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaften Ver- 
fahrens ist dadurch gekennzeichnet , daii das Zelllysat zu- 
sammen mit mindestens einem definierten Cofaktor verwen- 
det wird. Als Cofaktoren konnen zum Beispiel Proteine 
10 oder Metallionen verwendet werden. 

Ein bevorzugtes erf indungsgemafies Verfahren ist weiterhin 
dadurch gekennzeichnet, dafi die fur das Peptidarray ver- 
wendeten Peptide zwischen 3 und 30 Aminosauren lang sind. 

15 Bevorzugt sind Peptide zwischen 6 und 15 Aminosauren Lan- 
ge, besonders bevorzugt sind Peptide von 13 Aminosauren 
Lange. Besonders bevorzugt ist eine erf indungsgemafie Aus- 
fuhrungsf orm, bei der die fur das Peptidarray verwendeten 
Peptide uber einen Linker an das Tragermaterial fixiert 

20 sind. Dieser Linker kann Protease-sensitiv oder chemisch 
spaltbar sein. 

Ein weiteres bevorzugtes erf indungsgemaftes Verfahren ist 
dadurch gekennzeichnet, daU das verwendete Peptidarray 
25 ein SPOT-Peptidarray ist. 

Nicht an das Peptidarray gebundenes Protein kann erfin- 
dungsgemali mittels Waschen mit einem Puffer oder durch 
Fallung entfernt werden. 

30 

Eine Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemalien Verfahrens ist 
dadurch gekennzeichnet, daB das/die an das Peptidarray 
gebundene/n Protein/e vor der Proteasebehandlung vom Tra- 
germaterial gelost und anschlieftend einer Gelelektropho- 
35 rese unterzogen wird/werden. 
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Die Charakterisierung der Protease-behandelten Proteine 
oder der Liganden oder abgespaltenen Liganden erfolgt er- 
f indungsgemafi mittels Massenspektrometrie, bevorzugt mit- 
tels MALDI oder ESI Massenspektrometrie, ganz besonders 
5 bevorzugt mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie. 

Ein besonderer Vorteil des erf indungsgemafien Verfahrens 
ist die Tatsache, daii sich alle Schritte der Proteomics- 
Analyse vollstandig automatisieren lassen. Ein weiterer 
10 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Robo- 
ter zur Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahrens. 

Die SPOT-Synthese (R. Frank, Tetrahedron 1992, 48, 9217- 
9232, DE-OS 4027675) ist eine etablierte Methode zur 

15 ortsadressierten Synthese von Peptiden und deren Scree- 
ning auf Bindung zu Proteinen (A. Kramer, J. Schneider- 
Mergener, Meth. Mol. Biol. 1998, 87, 25-39, A. Kramer, A. 
Schuster, U. Reineke, J. Schneider-Mergener , METHODS 
(Comp. Meth. Enzymol.) 1994, 6, 388-395.). Neben Peptiden 

20 sind auf diese Weise auch andere Verbindungsklassen wie 

z.B. Peptoide (T. Ast, N. Heine, L. Germeroth, J. Schnei- 
der-Mergener, H. Wenschuh, Tetrahedron Lett. 1999, 40, 
4317-4318) zuganglich. 

25 Das erf indungsgemafie Verfahren ist mit den unterschied- 

lichsten Ligaten anwendbar. Geeignete Ligate, welche sich 
zu den erf indungsgemafien positionsspezif ischen Ligat- 
Arrays aufbauen lassen, sind beispielsweise, ohne auf 
diese beschrankt zu sein, Peptide, 15- und y-Peptide, Pep- 

30 toide, (Oligo-) Harnstof f e, (Oligo-) Thioharnstof f e, 
(Oligo-) Carbamate, (Oligo-) Carbonate, Triazine, 
(Oligo-) Sulfonamide, Azatide sowie Glyco-Kon jugate der 
vorgenannten Verbindungen, (Oligo-) Saccharide, PNA 
( Peptide-Nulceic-Acid) , Hydantoine, 2-Piperazone, 

35 Isochinoline, Benzodiazepine, pharmakologisch aktive Ver- 
bindungen und Wirkstoffe (beispielsweise Ant idepressiva , 
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p-Blocker, cardiovascular aktive Verbindungen, 
Antarrhythmika, Antihistaminika, Tranquilantien, H 2 - 
Blocker, Acidose-Therapeutika, Aminoglycosid-Antibiotika, 
Amoebicide, Anasthetika, Analgetica, Androgene, Antacida, 
5 Anthelmintica, Antiallergika, Antiandrogene, Antibiotika, 
Anticholinergika, Anticoagulant! en, Anticonvulsiva, Anti- 
dote, Antiemetica, Ant if ibrinolytika, Antihypertensiva, 
Antihypertonica, Antihypotonica , Antimalariamittel , An- 
timycotica, Antiparkinson-Mittel, Antiphlogistika, Antip- 

10 soriatica, Antipyretica, Antirhematica, Antiscabiasa, An- 
tiseborrhoica, Antiseptica, Antitumormittel, Antitussiva, 
Atemanaleptika, Bronchiolytika, Calciumantagonisten, Car- 
diotonica, Cerebrotonica, Chemotherapeutica, Cholesterin- 
senker, Cytostatika, Dehydropeptidase- Inhibitoren, Des- 

15 infizentia, Diagnostika, Diuretica, Expektorantien, Fi- 

brinolytika, Fungicide, Gestagene, Glucocorticoide, Gona- 
dorelin (LH-RH) -Agonisten, Hypnotica, Immunstimulantien, 
Immunsuppressiva, Keratolytika, p-Lactamase- Inhibitoren, 
Laxativa, Lebertherapeutika, Lichtschutzmittel, Lipidsen- 

20 ker, Lipolyselnhibitoren, Lipotropica, Lokalanasthetika, 
Malar iamittel, Miotica, Muskelrelaxantien, Mydriatica, 
Neuroleptika, Neurotropica, Ophthalmologika, Parasympa- 
thiccmimetika, Prostatatherapeutika, Protelytika, Phy- 
chotropika, Rhinologika, Rontgenkontrstmittel , Sedativa, 

25 Spasmolytika, Spermatocide, Sympathicomimetika, Throm- 

bocyten-Aggregationshemmer , Trypsin- Inhibitoren, Tuber ku- 
lostatika, Ulcustherapeutika, Vasoconstrictoren, Vasodi- 
latatoren, Venemittel, Virustatica, Vitamine) oder Natur- 
stoffe (beispielsweise Steroide, Terpene, Alkaloide, Fla- 

30 vonoide, Fettsauren, Lipide, Pheromone, Riechstoffe, An- 
tikorper, Hormone, Gifte, Abwehr-, Signal- und Wuchsstof- 
fe, Enzyme) und andere als die oben genannten organoche- 
mischen Verbindungen. 

35 Die Erfindung soli anhand der folgenden Beispiele naher 
beschrieben werden . 
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Dabei zeigt Figur 1, dafi 35 S-markierte Proteine an immo- 
bilisierte Peptide binden, welche die intrazellulare 
EPOR-Domane reprasentieren . Cellulose-gebundene iiberlap- 
5 pende Peptide (13mere, 10 Aminosauren Oberlappung) , die 
die gesamte intrazellulare Domane des EPOR abdecken 
(Peptid Nummer 1 reprasentiert Aminosauren 24 8-260, Num- 
mer 2 Aminosauren 251-263 usw; fur Sequenzinf ormation 
siehe Figur 3) , wurden mit Lysaten von EPO-stimulierten 
10 (A) oder unbehandelten (B) J2E erythroleukamischen Zellen 
nach Markierung mit 35 S-Methionin/Cystein inkubiert. Ge- 
bundene Proteine wurden durch Autoradiographie detek- 
tiert . 

15 Figur 2 zeigt eine in vitro Translation von cDNA's, die 

fur verschiedene Signalmolekiile kodieren. Die cDNA' s wur- 
den subkloniert und einer in vitro Translation unter der 
Verwendung von T7 und T3 Polymerase wie beschrieben un- 
ter zogen (eine von beiden Reaktionen diente als interne 

20 Kontrolle) . Ein Aliquot des Reaktionsgemisches wurde mit- 
tels PAGE getrennt. Radioaktive Proteine wurden durch Au- 
toradiographie nach f luorographischer Verstarkung detek- 
tiert. Das Molekulargewicht ist auf der rechten Seite an- 
gegeben (in kDa) . 

25 

Figur 3 zeigt ein Bindungsmuster von JAK2, SHP1 und PLCy 
an immobolisierte Peptide der EPOR-Sequenz . (A) Sequenzen 
von Cellulose-gebundenen uberlappenden Peptiden. (B) Ra- 
dioaktiv markierte Proteine wurden mit den immobilisier- 
30 ten Peptiden wie beschrieben inkubiert und durch Autora- 
diographie sichtbar gemacht . (C) Die Sequenz der gesamten 
intrazellularen Domane ist gezeigt und Regionen mit den 
starksten radioaktiven Signalen sind fur die entsprechen- 
den angegebenen Proteine mit KSsten markiert. 



35 
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Figur 4 zeigt ein MALDI Mass Fingerprint des Spots E2 
(Thyrosin-Protein-Kinase JAK3) . 

Figur 5 zeigt die MS-Fit-Rechnung des Spots E2 aus Figur 
4 dar 

Figur 6 zeigt die 35 S-Aktivitat nach Inkubation einer Bi- 
bliothek aus 1600 Dipeptoiden mit 35 S-Methionin markier- 
tem Zell-Lysat. 

Identif izierung von Bindungspartnern des Erythropoetin- 
Rezeptors mit positions-spezif ischen Peptidarrays und 
Mas senspektrome trie 

Urn potentielle intrazellular interagierende Partner des 
Erythropoetin Rezeptors (EPOR) zu identif izieren, wurden 
Zelllysate von Erythropoetin (EPO) st imulierten und 
nicht-stimulierten Zellen mit Cellulosemembran-gebundenen 
EPOR-spezif ischen Peptidscans inkubiert, der Proteinge- 
halt verschiedener ausgewahlter Spots einer Gelelektro- 
phorese unterzogen und distinkte Banden mittels Massen- 
spektrometrie analysiert . 

In fruheren Experimenten konnte gezeigt werden, daib Inku- 
bation eines Sets von an eine Cellulosemembran gebundenen 
uberlappenden Peptiden, die vom cytoplasmat ischen Teil 
des 55 kDa Tumor-Nekrosisf aktor Rezeptor (TNF-R55) stainm- 
ten, mit einem 35 S-Methionin markierten Jurkat Zelllysat 
zu einer Bindung von zellularen Proteinen an distinkte 
Spots des TNF-R Scans fiihrte. Die durch diesen Ansatz 
hervorgehobenen TNF-R Regionen entsprachen exakt den vor- 
her als fur die verschiedenen biologischen Funktionen 
dieses Rezeptors verantwortlich beschriebenen intrazellu- 
laren TNF-R Regionen. Weiterhin konnte gezeigt werden, 
daft ein durch das Hefe „two-hybrid" System neu entdecktes 
Protein FAN spezifisch mit distinkten Spots des TNF-R 
Scans interagierte, der einer Region entsprach, die fur 
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die Aktivierung der neutralen Sphingomyelinase bekannt 
ist. Die Verwendung der zwei Techniken fuhrte deshalb zu 
einer relativ schnellen Identif izierung eines neuen an 
der TNF Signalkaskade beteiligten Proteins. Dennoch war 
5 dieser Prozeft relativ arbeitsauf wendig, da eine grotie 
Zahl von durch das „two-hybrid^ System erhaltenen cDNA 
Klonen (>50) auf eine Bindung an eine bestimmte Region 
des Rezeptors hin zu charakterisieren waren. 

10 Urn einen direkteren Weg zur Identif izierung von intera- 
gierenden Partnern in der zellularen Signalkaskade unter 
Umgehung des Hefe „two-hybrid" Systems zu untersuchen, 
wurde versucht, Proteine direkt von den Spots zu erhalten 
und diese sie durch tryptischen Verdau, Massenspektrome- 

15 trie und Datenbankanalyse zu analysieren. Urn diesen neuen 
experimentellen Ansatz zu testen, wurde in diesem Fall 
ein Cellulosemembran-gebundener von EPO-R stammender Pep- 
tidscan synthetisiert , der dann mit EPO-ansprechenden J2E 
Erythroleukamischen Zelllysaten inkubiert wurde, die mit 

20 35 S-Methionin/Cystein markiert waren (siehe Figur 1) . Es 
konnte eine Bindung an distinkte Rezeptor-spezif ische 
Spots beobachtet werden. Oberraschenderweise gab es einen 
klaren Unterschied in der Bindung bei der Verwendung ei- 
nes Lysats einer mit EPO stiiuulierten J2E Zelle. 

25 

Die intrazellularen Domanen der Cytokinrezeptoren sind 
bekannterweise aus strukturellen Modulen fur die Bindung 
von spezifischen zellularen Signalproteinen zusammenge- 
setzt. Es wird vermutet, dafi die Fahigkeit, mit bestimm- 

30 ten Targets zu interagieren, Kompetenz und Spezifitat bei 
der Regulation der Genexpression bewirkt. Urn eine neue 
Strategie zur Analyse der Interaktionen zwischen zellula- 
ren Proteinen und Peptiden, welche die intrazellulare Do- 
mane des EPO Rezeptors reprasentieren, zu untersuchen, 

35 wurden durch die Spot-Synthese hergestellte Cellulose- 
gebundene Peptide angewendet. Zellulare Proteine der 
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Erythroleukamischen EPO-ansprechenden Zellinie J2E wurden 
in vivo durch die Inkorporation von 35 S-Aminosauren mar- 
kiert und wie beschrieben mit den immobilisierten Pepti- 
den inkubiert- Figur 1 zeigt die Bindungsmuster von Zell- 
lysaten aus mit EPO stimulierten oder unbehandelten Zel- 
len. Es konnten starke Protein/Peptid Interaktionen 
hauptsachslich mit Peptiden beobachtet werden, die der 
proximalen Membranregion des EPOR entsprachen, Die Stimu- 
lierung mit EPO erhoht of f ensichtlich die Affinitat eini- 
ger Proteine zu bestimmten Peptiden, hingegen bleibt die 
Mehrheit der Interaktionen unverandert. 

Um die Bindungseigenschaf ten einzeiner Proteine zu unter- 
suchen, fur die bekannt war, daft sie mit dem EPOR intera- 
gieren, wurde eine Auswahl von in vitro translatierten 
Proteinen in demselben System verwendet. Das Vorhanden- 
sein und Reinheit von einzelnen radioaktiven Proteinen 
der erwarteten Grofie wurde durch PAGE uberpruft (Figur 
2) . Nachfolgende Versuche wurden unter der Verwendung von 
Praparationen durchgef tihrt , die eine radioaktiv markierte 
Proteinspezies enthalten um sicherzustellen, dafi alle ge- 
fundenen Interaktionen spezifisch sind. 

Das Bindungsmuster von drei Signalmolekulen, die bekann- 
termaften am EPOR-Komplex beteiligt sind, ist in Figur 3 
dargestellt. Die markierten Proteine interagieren spezi- 
fisch mit den von EPOR stammenden Peptiden. JAK2 wird als 
die entscheidende Kinase betrachtet, die EPOR-induzierte 
Signalaktivitaten vermittelt und fur das Fehlen jeglicher 
intrinsischer Enzymaktivitaten in der intrazellularen Do- 
mane substituiert . JAK2 bindet vornehmlich an die sehr 
Membran-proximalen Aminosauren und zusatzlich an Peptide, 
die einer distalen Region des Rezeptors entsprechen. 

Die Membran-proximale Bindung stimmt mit den Daten uber 
EPOR-Mutanten uberein, die wiederholt gezeigt haben, daft 
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JAK2 mit stark carboxyterminal trunkierten Rezeptorf ormen 
Immunoprazipitiert . Zusatzlich beseitigen Mutationen in 
der Region nahe der Membran die JAK2-Bindung und - 
Funktion gleichermaften . Eine zweite Interaktionsstelle 
5 wurde in einem mehr distalen Teil des Rezeptors identifi- 
ziert. Interessanterweise bindet SHP1, eine Tyrosinphos- 
phatase, die bekannterweise funktionell an der EPO- 
induzierten Signalkaskade beteiligt ist, mit hoher Affi- 
nitat an dieselben Peptide, die Minosauren 386-398 und 

10 ebenso an die proximale Membran-Aminosauresequenz wie fur 
JAK2 . Es wurde fruher gezeigt, dafi die Phosphatase, wel- 
che die SH2-Domane enthalt, an das Phosphotyrosin 429 im 
carboxyterminalen Teil des aktivierten Rezeptors bindet. 
Die hier vorgelegten Ergebnisse wurden mit unphosphory- 

15 lierten Peptiden erhalten, obwohl eine Phosphorylierung 

durch eine Kinase, die in dem fur die in vitro Translati- 
on verwendeten Reticulocytenlysat vorliegen konnte nicht 
vollstandig auszuschlieften ist. Das Bindungsmuster zeigt, 
daB vielleicht zusatzliche Interaktionen unabhangig von 

20 einer Phosphorylierung existieren. JAK2 und SHP1 wurden 

als funktional zusammenhangend beschrieben und interagie- 
ren ebenso in in-vitro Experimenten . Wie oben genannt, 
enthalt das fur die in vitro Translation verwendete Lysat 
zusatzliche nichtradioaktive Proteine, die in der Bin- 

25 dungsreaktion storen konnen. Dies konnte eine Erklarung 

dafur sein, daft JAK2 an die bevorzugte SHP1 Stelle bindet 
und umgekehrt. Wenn Bindung von „kaltem" JAK2 und SHP1 an 
die Peptide annehmen, kann radioaktives Jak2 und SHP1 
wechselwirken und dadurch indirekt an die Peptide gebun- 

30 den werden. Die genaue Stelle der Interaktion fur PLCy 

und den EPOR ist bisher noch nicht beschrieben, Ob PLCy- 
Bindung eine Bindung an spezifische Tyrosine innerhalb 
des EPOR benotigt, bleibt f est zustellen . Unsere Daten 
deuten auf eine Bindungsdomane in der Nahe des C-Terminus 

35 hin, die moglicherweise zu der vorgeschlagenen SH2- 
Phosphotyrosin Interaktion f iihrt . 



WO 01/18545 



PCT/DE00/03071 



14 



Um den oben beschriebenen Ansatz weiter zu vertiefen, 
wurde untersucht, ob es moglich ist f Proteine zu identi- 
fizieren, die an Peptide gebunden sind, welche von der 
5 Rezeptorsequenz stammen. Dazu wurden Peptide verwendet, 
die eine starke Interaktion mit zellularen Proteinen 
zeigten, mit Zelllysaten inkubiert und die Proteine nach 
ausgiebigem Waschen wie beschrieben eluiert. Nach Tren- 
nung auf Acrylamid wurden diese Proteine gefarbt, in-Gel 

10 enzymatisch verdaut, die Fragmente isoliert und einer 
Massenspektrometrie unterzogen. Die Reinheit und Menge 
der in den Gelbanden vorhandenen Proteine war fur absolut 
ausreichend, um die aus den Peptidspots erhaltene Pro- 
teinspezies liber Peptid Mass Fingerprints zu identifizie- 

15 ren. Einige dieser Proteine sind fur Funktionen in Zusam- 
menhang mit EPOR nicht beschrieben. Zum Beispiel wurde 
die Janus Kinase JAK3, von der bekannt ist, dafi sie an 
IL-2, 4 , 7 , 9, 15 Signalkaskaden beteiligt ist, als ein Bin- 
departner von Peptiden aus der EPOR-Sequenz identif iziert 

20 (Figur 4 und Figur 5) . Weitere Untersuchungen uber die 
funktionelle Relevanz der identif izierten Proteine fol- 
gen . 

In-Gel -Verdau 

25 Ein von Shevchenko et al. (1) verwendetes und leicht mo- 
difiertes In-Gel-Verdau Verfahren wurde angewendet . Die 
Proteinspots wurden ausgeschnitten, mit 50% Acetonitril 
in 25 mM Ammoniumbicarbonat , durch Dehydrierung in Aceto- 
nitril geschrumpft und in einer Vakuumzentrif uge getrock- 

30 net. 

Die Gelstiicke wurden 10 |al 5 mM Ammoniumbicarbonat mit 
300 ng Trypsin auf gequollen . Nach 60 min, wurde 5 \il 5 mM 
Ammoniumbicarbonat hinzugefiigt, um die Gelstiicke wahrend 
35 des tryptischen Verdaus feucht zu halten (37 °C, iiber 

Nacht) - Um die Peptide zu extrahieren r wurden 15 ^1 0,5% 
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Trif luoressigsaure (TFA) in Acetonitril hinzugefugt und 
die Proben fur 5 min beschallt. Die Peptide wurden direkt 
aus der abgetrennten Flussigkeit mittels MALDI Massenspe- 
trometrie analysiert . 

5 

MALDI Massenspetrometrie und Datenbanksuche 
Die massenspektrometrischen Messungen wurden auf einer 
Voyager-DE STR BioSpectrometrie Workstation MALDI-TOF 
Massenspektrometer (Perseptive Biosystems, Inc.) durchge- 

10 fuhrt. 2 der Analyselosung wurde mit 2 jal alpha-Cyano- 
4-hydroxyzimtsaure (4-HCCA) Matrixlosung, bestehend aus 
10 mg Matrix in 1 ml 0,3% TFA in Acetonitril-Wasser (1:1, 
v/v) gelost, gemischt. Von der erhaltenen Mischung wurde 
1 \il auf die Probenplatte aufgebracht. Die Proben wurden 

15 bei Raumtemperatur (24 °C) luf tgetrocknet . Alle Messungen 
wurden im Ref lektionsmodus bei einer Beschleunigungsspan- 
nung von 20 kV, 70% Gitterspannung und einer Verzogerung 
von 200 ns durchgef uhrt . Jedes erhaltene Spektrum war das 
Mittel aus 256 Laserbeschiissen . Die Massenspektren wurden 

20 unter der Verwendung bekannter Trypsinf ragmente als in- 
terne Standards kalibriert. Die bestimmten Peptidmassen 
wurden mit theoretischen Massen von Proteinen aus der 
NCBInr . 11 . 0 9 . 98 Datenbank unter der Verwendung des Such- 
programms MS-FIT verglichen 

25 (http://falcon.ludwig.ucl.ac.uk/msfit.htm) . 

Bestimmung von Bindunqspartnern einer Peptoid-Bibliothek 
Eine Bibliothek aus 1600 Dipeptoiden (Membrangrofie : 9 cm 
x 9 cm) der allgemeinen Formel I 

30 

^2 O 

° Ri ° i 

worin Ri und R 2 flir beliebige Reste stehen, 
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wurde mit einem 35 S-Methionin markiertem Zell-Lysat inku- 
biert. Die Positionen A, B und C, stellen dabei die fol- 
gen Verbindungen dar: 



Dipeptoid A tf^ u 



1 x 

S 8 



O 



Dipeptoid B n^Jj 



o J o 

a 



Dipeptoid C 
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Patent anspruche 

1. Verfahren zur massenspektrometrischen Identif izierung 
von Bindungspartnern mit positionsspezif ischen Ar- 
rays, wobei man 

auf ein Tragermaterial mittels positionsspezif isch 
auf gebrachter kleiner Volumina von Reaktionspartnern 
ein positionspezif ischer Ligat-Array herstellt, wobei 
man schrittweise mindestens zwei aufeinander folgende 
Reaktionen ausfiihrt, 

das auf dem Tragermaterial fixierte positions- 
spezifische Ligat-Array mit einem Gemisch von Ligan- 
den inkubiert, 

anschliefiend nicht an das Ligat-Array gebundene Li- 
ganden entfernt und 

der/die an das Ligat-Array gebundene/n Ligand/en wei- 
ter mittels Massenspektrometrie charakterisiert . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dafl das Ligat-Array ein Peptidarray, Array aus 
Nucleinsauren oder anderen organochemischen Verbin- 
dungen oder liber Fragmentkondensation von Peptiden 
erhaltenes Proteinarray ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das Gemisch von Liganden ein Zelllysat, Gemisch 
von Nucleinsauren oder Gemisch von anderen organoche- 
mischen Verbindungen ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi 
man auf einem Tragermaterial mittels positionsspezi- 
fisch auf gebrachter kleiner Volumina von Reaktions- 
partnern ein positionspezif ischer Peptidarray her- 
stellt, 

das auf das Tragermaterial fixierte positions- 
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spezifische Peptidarray mit einem Zelllysat inku- 
biert , 

anschlieliend nicht an das Peptidarray gebundenes Pro- 
tein entfernt und 

das /die an das Peptidarray gebundene/n Protein/e nach 
Proteasebehandlung mittels Massenspektrometrie cha- 
rakterisiert . 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dali das verwendete Tragermaterial fest oder flexibel 
ist . 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dali das verwendete Tragermaterial aus Harzbeads, Po- 
lymerpins oder Chipmaterial besteht. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dali das verwendete Tragermaterial aus einer Poly- 
mer membr an besteht. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dali das verwendete Tragermaterial aus einer Nylon-, 
Cellulose-, modif izierten Cellulose- oder modif izier- 
ten Polypropylenmembran besteht. 

9. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dali man als Zelllysat ein Vollzelllysat verwendet. 

10. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dali man als Zelllysat ein durch Zentrif ugation, Fil- 
tration oder andere geeignete Verfahren vorfraktio- 
niertes Vollzelllysat verwendet. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dali man als Zelllysat ein Lysat aus pro- 
karyontischen oder eukaryontischen Zellen verwendet. 
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12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man als Zelllysat ein Lysat aus 
transf ormierten Zellen verwendet . 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet , dafi man als Zelllysat ein 35 S- 
Methionin- oder 35 S-Cystein-markiertes Lysat verwen- 
det . 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man das Zelllysat zusamraen mit 
mindestens einem definierten Cofaktor verwendet. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
dafi man Cofaktoren Proteine oder Metallionen verwen- 
det. 

16. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die fur das Peptidarray verwendeten Peptide zwi- 
schen 3 und 30 Aminosauren lang sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
daft die fur das Peptidarray verwendeten Peptide zwi- 
schen 6 und 15 Aminosauren lang sind. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die fur das Peptidarray verwendeten Peptide 13 
Aminosauren lang sind. 

19. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die fur das Ligat-Array verwendeten Ligate liber 
einen Linker an das Tragermaterial fixiert sind. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Linker Protease-sensitiv ist. 
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21. Verfahren nach Anspruch 19 dadurch gekennzeichnet, 
dali der Linker chemisch spaltbar ist. 

5 22. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , 
dali der verwendete Peptidarray ein SPOT-Peptidarray 
ist . 

23. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
10 dali die weitere Charakterisierung der Liganden mit- 

tels MALDI Oder ESI Massenspektrometrie erfolgt. 

24. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daft man das nicht an das Peptidarray gebundene Prote- 

15 in mittels Waschen mit einem Puffer entfernt. 

25. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daft man das nicht an das Peptidarray gebundene Prote- 
in durch Fallung entfernt. 

20 

26. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dali man das/die an das Peptidarray gebundene/n Prote- 
in/e vor der Proteasebehandlung vom Tragermaterial 
lost und anschlieiiend einer Gelelektrophorese unter- 

25 zieht. 

27. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dali die Charakterisierung der Protease-behandelten 
Proteine mittels MALDI oder ESI Massenspektrometrie 

30 erfolgt. 

28. Roboter zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem 
der vorgenannten Anspruche. 
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Fig. 3 



Sequences of EPOR-derived peptides 



A 



1 


SHRRTLQQKIWPG 


2 


RTLQQKIWPGIPS 


3 


QQKIWPGIPSPES 


4 


1WPGIPSPESEFE 


5 


GIPSPESEFEGLF 


6 


SPESEFEGLFTTH 


7 


SEFEGLFTTHKGN 


8 


EGLFTTHKGNFQL 


9 


FTTHKGNFQLWLL 


10 


HKGNFQLWLLQRD 


11 


NFGLWLLQRDGCL 


12 


LWLLQ R OGC LWWS 


13 


LQRDGCLWWSPGS 


14 


DGCLWWSPGSSFP 


15 


LWWSPGSSFPEDP 


16 


SPGSSFPEOPPAH 


17 


SSFPEDPPAHLEV 


18 


PEDPPAHLEVL5E 


19 


PPAHLEVLSEPRW 


20 


HLEVLSEPRWAVT 


21 


VLSEPRWAVTQAG 


22 


EPRWAVTQAGDPG 


23 


WAVTQAGDPGADD 


24 


TQAGDPGADDEGP 


25 


GDPGADDEGPLLE 


26 


GADDEGPLLEPVG 


27 


DEGPLLEPVGSEH 


28 


PLLEPVGSEHAQD 


29 


EPVGSEHAQOTYL 


30 


GSEH AQOTY LVLD 


31 


HAQDTYLVLDKWL 


32 


DTYIVLDKWLLPR 


33 


LVLDKWLLPRTPC 


34 


DKWLLPRTPCSEN 


35 


LLPRTPCSENLSG 


36 


RTPCSENLSGPGG 


37 


CSENLSGPGGSVD 


38 


NLSGPGGSVOPVT 


39 


GPGGSVDPVTMDE 


40 


GSVDPVTMDEASE 


41 


DPVTMDEASETSS 


42 


TMDEASETSSCPS 


43 


EASETSSCPSDLA 


44 


ETSSCPSDLASKP 


45 


SCPSDLASKPRPE 


46 


SDLASKPRPEGTS 


47 


ASKPRPEGTSPSS 


46 


PRPEGTSPSSFEY 


49 


EGTSPSSFEYT1L 


50 


SPSSFEYTILDPS 


51 


SFEYTILDPSSQL 


52 


YTILDPSSQLLCP 


53 


LOPSSQLLCPRAL 


54 


SSQLLCPRALPPE 


55 


LLCPR ALP PELPP 


56 


PRALPPELPPTPP 


57 


LPPELPPTPPHLK 


58 


ELPPTPPHLKYLY 


59 


PTPPHLKYLYLVV 


60 


PHLKYLYLWSDS 


61 


KYLY LW SDSGI S 


62 


YLWSDSGISTDY 


63 


VSDSGISTDYSSG 


64 


SGISTDYSSGGSQ 


65 


STDYSSGGSQGVH 


66 


YSSGGSQGVHGDS 


67 


GGSQGVHGDSSDG 


68 


QGVHGOSSDGPYS 


69 


HGDSSOGPYSHPY 


70 


SSDGPYSHPYENS 


71 


GPYSHPYENSLVP 


72 


SHPYENSLVPDSE 


73 


YENSLVPDSEPLH 


74 


5LVPDSEPLHPGY 


75 


PDSEPLHPGYVAC 


76 


DSEPLHPGYVACS 











B 




C 







268 






FEGLFTTHKG 


278 


288 


298 


NFQLWLLQRD 


GCLVWVSPGSS 


FPEDPPAHLE 


308 


318 


328 


VLSEPRWAVT 


QAGDPGADDE 


GPLLEPVGSE 


338 


348 


358 


HAQDTYLVLD 


KWLLPRTPCS 


ENLSGPGGSV 


368 


378 


388 


DPVTMDEASE 


TSSCPSDl^:^^^®SgB 


398 


408 


418 


[S^EYTlLDPjs 


SQLLCPRALP 


pelpptpphl| 




438 


448 


(kJyLYLWSDS 


GISTDYSSGG 


SQGVHGDSSD 


456 


468 


478 


GPYSHPYENS 


LVPDSEPLHP 


GYVACS 



WO 01/18545 PCT/DE00/03071 

3/4 

Fig.4 

MALDI Massenfingerprint 
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MS-Fit-Untersuchungsergebnisse 



Drucken Sie stop in Ihrem Browser, urn die MS-Fit-Rechnung vorzeitig abzubrechen 

Proben Identifikationsnummer (Kommentar): spot E2 
gesuchte Datenbasis (database): SwissProt.r 07.09.99 
Molekulargewtchtssuche (100000-140000 Da) wahlt 25555 Eintrage 
Totaler pl-Bereich: 77419 Eintrage 
Spezies-Suche (MAMMALS) wahlt 13799 Eintrage 

Kombinierte Molekulargewichts-, pi- und Spezies-Suche wahlt 661 Eintrage 
MS-Fit-Rechnung wahlt 1 Eintrag 



In Betracht gezogene Modifikationen: (Oxidation von M| 



Minimale # Poptid- verwendter Maximale # Cysteine Pepli-N-Terminus Peptid-C- 

zu vergleichender Massentoleranz EiweiGspaiter verfehlter modiliziert durch Terminus 

Peptide (+/-) SpaltungBn 

6 0.050 Da Trypsin 1 Acrylamid Wasserstoff (H) Freie Sflure (OH) 



Ergebniszusammenfassung 

Reihenfolge # (%) vergiichener Protein Molmasse (Da)/pl Spezies SwissProt.r Protein-Name 

Massen 07.09 99 

Zugangs- # 

1 6/24(25%) 122561.6/6,25 Ratte Q63272 Tyrosin-Protein Kinase JAK3 

(Janus Kinase 3) (JAK-3) 



Detaillierte Ergebnisse 

1 6/24 Vergleiche (25%): 122561.6 DA; pl=6.25; Zugangs-* Q63272. RAT.; Tyrosm-Protein Kinase JAK3 (Janus Kinase 3) (JAK-3) 



m/z vorgeschlagen 


MH+- verglichen 


Delta (DA) 


Start 


Ende 


Peptidsequenz 

(klicken urn Fragment-Ion zu 

erhalten) 


Modifikation 


1111,5710 


1111,5649 


0,0061 


8S2 


891 


fKlYRGVSYGPFMCn 




1111.5710 


1111.5795 


-0,0085 


941 


949 


(RICYHRDLAARCN) 




1267.7090 


1267.7486 


-0,0396 


176 


186 


(R)KQAQRPGEUK(S) 




1451.7680 


1451.7391 


0,0289 


896 


907 






1467,7790 


1467.7340 


0,0450 


896 


907 


(R)LVMEYLPSGCLR(D) 


1 Meth-ox 


1555.7980 


1555.7790 


0,0190 


1 


14 






1571,7950 


1571.7739 


0.021 1 


1 


14 


(-)r^PPSEETPL!iQR(S) 


1 Meth-ox 



18 nicht verglichene Massen: 634,2840; 650.051 1 ; 684,2254; 804.2833:1 020.5080; 1207,31 70; 1234.6750; 1347,7480; 1363,7360; 1379.7290; 1385,7220; 1433,7280; 
1743,8410: 1762,7880; 2481,1810; 2550,1900: 3153,3870; 3211,3790 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Fig. 6 

d 




